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RESUMO
KLAFKE, Gabriel Baracy. Integracao e expressao do gene Itb-r1 em plantas de
tabaco. 2010. 63 f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em

Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas
tornou-se uma realidade consolidada. Nesse sentido, utilizando-se da engenharia
genética, € possivel obter plantas servindo como biorreatores na producdo de
tecidos ou orgdos expressando antigenos que podem ser facilmente utilizados como
vacina. Os sistemas de expressdo em plantas como tomate, alface, tabaco que
servem como modelos desse processo, apresentam varias vantagens, entre elas, a
conservacdo da maquinaria eucariotica que promove as modificacbes pos-
traducionais das proteinas e ainda a possibilidade de producdo em larga escala.
Dentro desta estratégia de producdo de proteinas, pode-se citar a pneumonia
micoplasmica suina (PMS), causada pelo agente Mycoplasma hyopneumoniae, uma das
principais doencas de suinos que provoca elevadas perdas econdmicas em todo
mundo, e tem, na tecnologia do DNA recombinante, uma alternativa de
desenvolvimento de vacinas mais efetivas. O objetivo do trabalho foi transformar
plantas de tabaco para sua utilizacdo como biorreator na produgédo de um antigeno
vacinal contra a PMS. Folhas e entrenés foram cultivados em diferentes
concentracoes de BAP e AIA. As melhores taxas de regeneracao foram encontradas
utilizando 1,5 mg.L! de BAP e 0,1 mg.L! de AIA para segmentos de folhas e
entrends. O teste de selecdo utilizando canamicina mostrou-se altamente eficiente,
obtendo-se a supressdo da regeneracdo com 30 mg.L? e 100 mg.L? para
segmentos de folhas e entrends, respectivamente. Coldnias recombinantes de A.
tumefaciens contendo Itb-rl foram co-cultivadas com entrends e segmentos foliares de
plantas germinadas in vitro. Apés esta etapa, os explantes foram transferidos para
meios de selecao, visando selecionar células possivelmente transformadas. O DNA
genbmico das plantas regeneradas e putativamente transformadas foi extraido e
amplificado por PCR, na qual foi possivel visualizar uma banda referente ao Itb-r1. A
deteccdo da integracdo e transcricdo do gene foi realizada por Southern blot e RT-
PCR, respectivamente. Em ambas as técnicas, foi possivel verificar a presenca de

uma banda do tamanho esperado para Itb-rl, demonstrando assim, a integracéo e



expressao do gene. Entretanto, ndo foi possivel detectar com precisdo, através dos

testes utilizados, a proteina recombinante.

Palavras-chave: Nicotiana tabacum L. transformacao genética. vacinas recombinantes.

Mycoplasma hyopneumoniae.



ABSTRACT
KLAFKE, Gabriel Baracy. Integration and expression of Itb-rl in tobacco plants.
2010. 63 f. Dissertation (Master Degree) — Programa de Pés-Graduacdo em

Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

During the past decades, the development of genetically modified plants became a
consolidated reality. Taking advantage of the genetic engineering process, it is
possible to obtain modified plants to use as bioreactors in the production of tissue or
organs expressing antigens which can be easily used as vaccines. The plant-based
expression systems as tomato and lettuce, which attend as models for that process,
present innumerous advantages such as conservation of eukaryotic machinery,
which promote pos-translational modifications, possibility of large-scale production
and development of safer and economically more attractive vaccines. Taking use of
that strategy, the Swine mycoplasm hyopneumoniae (SMP) disease can be one
important and possible target to either be eradicated or controlled. The SMP, caused
by fastidious bacterium Mycoplasma hyopneumoniae, is one of the most important
respiratory disease in swine breeding, due to its very high prevalence coupled with
associated losses all over the whorld, and has in the recombinant DNA technology a
viable alternative in the development of more effective and safe vaccines The
objective of my work was to genetically manipulate tobacco plants in order to use
them as bioreactor in the production of an antigen against PMS. Tobacco leaves and
internodes were cultured in different concentrations of BAP and AIA hormones. The
best regeneration results for both explants were seen with 1,5mg.L"* BAP and
0,1mg.L™* AIA. The selection test with the kanamycin antibiotic appeared to be highly
effective, showing a total inhibition of regeneration with 30 mg.L™* and 100 mg.L™ for
leaves and internodes respectively. The recombinant colonies of A. tumefaciens,
containing Itb-r, were co-cultivated with the internodes and leaves from plants
germinated in vitro. The next step, the explants were transferred to the selection
medium in order to induce the selection of the putatively transformed cells. The
genomic DNA from regenerated and putatively transformed plants were extracted
and amplified by PCR, where it was detected the presence of a band referent to Itb-
rl. The analyses of the integration and the transcription of Itb-rl were carried out by
Southern blot and RT-PCR, respectively. In both techniques, it was possible to

confirm the presence of one band which corresponds to the expected size of Itb-rl,



supporting the integration and expression of the gene. However, with the tests used

here, it was not possible to detect with accuracy the recombinant protein

Keywords: Nicotiana tabacum L. genetic transformation. recombinant vaccine.
Mycoplasma hyopneumoniae.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de suinos, porém um dos
principais entraves para aumento de ganho econémico do produtor € o aspecto
sanitario, que se apresenta como um fator fundamental para que esta atividade seja
rentavel. Patologias respiratorias fazem-se presentes na maior parte das
exploragbes no mundo inteiro e possuem consideravel relevancia, destacando-se a
pneumonia enzoodtica, também conhecida como pneumonia micoplasmica suina
(PMS). A PMS é uma doenca cronica e altamente contagiosa que provoca niveis
elevados de morbidade, retardo do crescimento, reducdo da conversao alimentar e
ainda severas lesdes pulmonares. Seu agente etiolégico é o parasita hospedeiro-
especifico Mycoplasma hyopneumoniae, encontrado na mucosa respiratoria, aderido ao
epitélio ciliado da traqueia, bronquios e bronquiolos. Dentre as formas de combate, a
vacinagdo ainda é a forma mais efetiva de controlar a PMS. Entretanto, seu alto
custo de producdo, aliado a protecdo parcial conferida por sua utilizacdo, nao
impedem o surgimento da infecgdo nos animais, possibilitando o surgimento de
novas alternativas de controle como a utilizacéo de vacinas de ultima geracéao.

Nessa perspectiva, em 2006 foi fusionada a chamada regido R1 da adesina
P97 (importante regido da proteina relacionada a adesdo do M. hyopneumoniae ao
epitélio respiratério) a subunidade B da enterotoxina termolabil de E. coli (LTB) e
expressa em E. coli, resultando em uma nova estratégia no desenvolvimento de uma
vacina contra a PMS. Outros sistemas de expressao, como 0 vegetal e leveduras,
ainda tém sido pouco explorados para a producdo desse antigeno.

Nas duas ultimas décadas, o desenvolvimento de plantas geneticamente
modificadas tornou-se uma realidade consolidada devido, principalmente, a
revolucdo biotecnoldgica que ofereceu ferramentas tanto em nivel celular quanto
molecular, garantindo o suporte cientifico-tecnolégico para o desenvolvimento dessa
area. A partir do conhecimento acumulado através dos avangos na engenharia
genética de microrganismos, o estudo detalhado dos genes e a construcdo de
vetores de transformacdo expandiram-se para diferentes organismos, incluindo
inUmeras espécies vegetais. Plantas podem ser utilizadas como biorreatores com
inUmeras vantagens na producdo de proteinas heter6logas em relacdo a outros

sistemas de produgédo (fermentagéo microbiana, animais transgénicos, por exemplo).
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O crescente e recente interesse nessa area amplia a demanda de pesquisas de
fronteira e com grande potencial para a producdo de vacinas, a qual é segura e
econbmica quando comparada com os sistemas j& utilizados.

Dentre as plantas mais utilizadas para este sistema, encontra-se o tabaco
(Nicotiana tabacum L.), espécie vegetal pertencente a familia Solanaceae. Essa planta
possui um historico como planta-modelo para a transformacdo genética vegetal,
sendo a mais utilizada para a producdo de proteinas recombinantes nas pesquisas
em laboratério. As principais vantagens da utilizacdo dessa espécie incluem sua alta
taxa de regeneracdo in vitro, genoma pequeno, tecnologia estabelecida na
transferéncia e expressao génica, alto rendimento de biomassa, capacidade de
producao rapida em larga-escala devido ao ciclo curto, alta producéo de sementes, e
a disponibilidade de infra-estrutura para o processamento em larga-escala.

A producdo de vacinas baseadas em plantas apresenta uma série de
vantagens sobre os meétodos tradicionais. Dentre elas, pode-se citar, 0 uso do
sistema de expressao vegetal, que contempla a exploracdo do aparato eucarioto nas
modificacbes pods-traducionais, como por exemplo, nas etapas de glicosilacdo e
acetilacdo, garantindo assim, a atividade bioldgica da proteina, menor custo e

facilidade de producéo em grande escala.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
- Obter plantas de tabaco expressando o gene ltb-rl, visando a producdo do

antigeno LTB-R1 contra a pneumonia micoplasmica suina.

2.2 Objetivos Especificos

- Implantacdo e desenvolvimento do sistema de transformacdo, selecdo e
regeneragao in vitro de Nicotiana tabacum L. (cv. 418);

- Obtencao de plantas geneticamente modificadas de forma estavel;

- Avaliagdo dos niveis de expressdo do transgene, através de técnicas

moleculares.
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3.0 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Producdao de proteinas heter6logas em plantas

Plantas vém sendo investigadas extensivamente como uma fonte potencial
para a producao de proteinas heterélogas. No entanto, para o sistema de expressao
ser eficiente, ele deve ter a capacidade de produzir proteinas em grande escala, de
maneira segura e possibilitar a atividade biolégica da proteina em questédo
(DANIELL; STREATFIELD; WYCOFF, 2001). Ao longo dos anos, muitas fontes
nativas de proteinas foram substituidas por sistemas recombinantes microbianos por
guestdes de economia e seguranca (STREATFIELD, 2007). Porém, microrganismos
recombinantes comecaram a apresentar desvantagens e limitagdes permitindo
assim, o surgimento de novos sistemas de expressado que passaram a ser utilizados
para a producdo de proteinas recombinantes (KOST; CONDREAY, 1999;
HOUDEBINE, 2002). Dentre os atuais sistemas de expresséo, destaca-se o baseado
em vegetais que apresenta varios beneficios, tais como a relativa facilidade de
manipulacdo do genoma vegetal, conservacdo da maquina eucariética que promove
a modificacdo das proteinas (acetilacdo, fosforilacdo, glicosilacdo, por exemplo), a
possibilidade de producdo em larga escala, baixo custo em comparacdo a outros
sistemas de expressdo e a auséncia do risco de contaminacdo com patdgenos
animais (FISHER; EMANS, 2000; GIDDINGS, 2001; MA; DRAKE; CHRISTOU, 2003;
SCHILLBERG; TWYMAN; FISCHER, 2005). Com o avanco e melhorias
apresentadas pelos protocolos de transformacao, aliados aos de regeneracdo de
plantas, tornouse possivel 0o seu uso para a producdo de varias proteinas
recombinantes com eficiéncia e producdo em escala comercial. Em 1989, foi
demonstrado o primeiro uso de uma planta transgénica expressando eficientemente
um anticorpo completo em tabaco (HIATT;, CAFFERKEY; BOWDISH, 1989).
Pesquisas ao longo dos Ultimos anos tém mostrado um grande aumento da
guantidade de proteinas importantes e de valor econémico que podem ser expressas
em plantas, tais como antigenos, proteinas humanas, anticorpos, enzimas
industriais, reguladores de crescimento e biopolimeros (LARRICK; THOMAS, 2001,
TWYMAN et al.,, 2003; HOOD; WOODARD; HORN, 2002; LARRICK et al., 2001;
FISCHER et al., 1999). Porém, alguns entraves como a purificacdo e a extracdo das

proteinas dos tecidos vegetais tém sido retratados como 0s principais obstaculos na
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utilizacdo de vegetais como biorreatores, resultando assim em um aumento
consideravel no custo final de producdo desse sistema (STOGER et al., 2000).
Entretanto, algumas plantas ou tecidos vegetais podem servir diretamente como
veiculo, o que se torna ideal em alguns casos como na administracdo oral de
antigenos de forma in natura ou apds processamentos (farinhas, etc) tornando
desnecessaria purificacdo da proteina em questao (STREATFIELD, 2006).

Dentre as espécies vegetais mais utilizadas nos processos de transformacéao
e expressao heteréloga de proteinas, encontra-se o Tabaco (Nicotiana tabacum L).
Algumas vantagens como a presenca de um pequeno genoma, facil manipulacao in
vitro, grande numero de sementes, alta producao por hectare, ciclo curto, protocolos
de regeneracdo estabelecidos, entre outras, tornam essa espécie uma das mais
apropriadas nos processos de transformacdo e expressdo (DANIELL;
STREATFIELD; WYCOFF, 2001; DUNG et al., 2006; ROMMENS, 2006).

3.2LTB-R1 uma alternativa contra a Pneumonia Micoplasmica Suina

A Pneumonia Enzodtica ou Pneumonia Micoplasmica Suina (PMS), causada
pelo Mycoplasma hyopneumoniae, € uma doenca cronica e altamente contagiosa que
provoca alta morbidade, retardo do crescimento, menor eficiéncia alimentar dos
animais e ainda severas lesdes pulmonares (OBOEGBULEN, 1981). Tem como
agente etioldgico o parasita hospedeiro-especifico Mycoplasma hyopneumoniae que é
encontrado na mucosa respiratoria, aderido ao epitélio ciliado da traqueia, brénquios
e bronquiolos causando a chamada broncopneumonia catarral que, clinicamente, se
manifesta por tosse seca, atraso no ganho de peso e complicacbes
broncopulmonares purulentas resultando em uma maior propensédo a infecgdes
secundarias (STEVENSON, 1998; YOUNG et al., 2000). Os mecanismos de
transmissdo ocorrem por contato direto e indireto (utensilios). Dois dos principais
fatores de patogenia do M. hyopneumoniae devem-se a destrui¢cdo do epitélio ciliar do
trato respiratorio reduzindo consequentemente a capacidade de defesa deste e
ainda a interacdo do agente com células linfoides, fazendo que ocorra a alteracdo da
atividade fagocitica. As perdas econdmicas decorrentes da Pneumonia Enzodtica
podem chegar a 20% sobre a conversao alimentar e até 30% sobre o ganho de
peso, dependendo da gravidade das lesbes e das infec¢cdes secundarias
(SOBESTIANSKY et al., 1999). A infeccdo por micoplasma é frequente em todas as
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regides do mundo onde a suinocultura € desenvolvida resultando em grandes percas
econdmicas. Portanto, novas estratégias de controle para essa doenca devem ser
implantadas o mais breve possivel.

Micoplasmas séo organismos procariéticos que ndo possuem parede celular,
pertencentes a classe Mollicutes. Decorrente da auséncia de parede celular, eles
apresentam uma morfologia bastante pleomoérfica podendo ser encontrado células
em forma de pera, espiral, esférica, ou filamentosa (CONCEICAO, 2005). Possuem
um genoma pequeno (580 a 2.200 kb), sendo os menores organismos auto-
replicantes conhecidos e dificeis de serem cultivados in vitro. Porém, M.
hyopneumoniae pode ser cultivavel, desde que a cultura seja em um meio enriquecido
(RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998). Este fato, somado ao seu crescimento pobre e lento,
encarece excessivamente a producdo de vacinas preparadas com células totais
mortas (bacterinas), que s&o as mais utilizadas no controle da PMS (FAGAN et al,
1997; CHEN; LIAO; MAO, 2001). Embora, a vacinacao ainda pareca ser a forma
mais efetiva de controlar essa pneumonia, ela é capaz de gerar uma protecdo parcial
gue nao impede o surgimento da infeccdo nos animais, uma vez que este tipo de
vacina ndo estimula uma apropriada imunidade de mucosa (SOBESTIANSKY;
BARCELLOS; MORES, 1999; LIN et al. 2003; CONCEICAO, 2005; MCGHEE et al.,
1992). Nesse aspecto a utilizacdo de vacinas de Ultima geracdo tem se mostrado
promissora no combate de diversas patologias incluindo a PMS (CONCEICAO,
2005).

A adesdo do M. hyopneumoniae aos cilios é provocada por uma adesina
designada P97 que possui em seu epitopo uma sequéncia repetitiva de cinco
aminoacidos (AAKPV/E) localizada na por¢cdo C terminal da proteina, referida como
regido R1, que é altamente imunogénica (ZHANG; YOUNG; ROSS, 1995). Os
anticorpos monoclonais reconhecem a P97 e também bloqueiam a aderéncia do M.
hyopneumoniae a células ciliadas in vitro o que indica que esta adesina possui papel
fundamental na patogenia de PMS, tornando-a uma forte candidata a ser utilizada na
producdo de vacinas (HSU; ARTIUSHIN; MINION, 1997). Mas, geralmente as
vacinas de subunidade nao sao suficientemente imunogénicas a ponto de gerar uma
imunidade protetora, tornando-se imprescindivel a adicdo de outros componentes
tais como adjuvantes imunolégicos que séo inseridos nas preparacfes. Dentre eles a
subunidade B da enterotoxina termolabel de Escherichia coli (LTB), tem sido

largamente utilizada como adjuvante da imunidade de mucosa (VERWEIJ; HAAN;
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HOLTROP, 1998). A LTB possui cinco peptideos idénticos (pentamero), cada
mondmero apresenta um dominio que possui alta afinidade pelo gangliosideo GM1,
um receptor de membrana presente em todas as células de mamiferos nucleadas e
principalmente nas células epiteliais das mucosas (LILJEQVIST; STAHL;
ANDREONI, 1997; CHIKWAMBA et al., 2002). A atividade adjuvante da LTB parece
estar relacionada com a capacidade de ligagdao ao GM1 (WALMSLEY et al., 2003).
Esta subunidade atoxica, potente adjuvante de mucosa, estimula uma forte resposta
sistémica e secretoria (IgAs) de anticorpos contra antigenos co-administrados ou
acoplados. A LTB recombinante, fusionada com antigenos através de fusdo genética
ou conjugacdo quimica, pode representar uma nova alternativa no desenvolvimento
de vacinas para combater patdgenos que invadem o hospedeiro através das
mucosas provocando uma imunidade protetora (OIEN et al., 1994; CONCEICAO,
2005).

Em estudo recente realizado por Conceicdo (2005), a regido R1 de P97
fusionada ao fragmento B da toxina termolabil de Escherichia coli (LTB-R1), comprovou

o potencial desta constru¢cdo como imundgeno protetor contra PMS.

3.3 Transformacdo Genética

O desenvolvimento de técnicas de manipulacdo do DNA a partir do inicio da
década de 70 possibilitou o isolamento ou a chamada “clonagem” dos genes que
apresentavam algum tipo de interesse e que puderam, mais tarde, ser transferidos
de um individuo para outro. Desde entdo, técnicas foram criadas possibilitando a
transformacdo genética em diferentes organismos. A transformacdo genética é
definida como sendo a introducdo controlada de &idos nucleicos (DNA) em um
genoma receptor, excluindo-se introducéo por fecundac&o, ou seja, apenas um
fragmento de DNA é introduzido no genoma hospedeiro, devendo ser a ele integrado
(TACCHINI; WALBOT, 1986). Genes funcionais uma vez isolados podem ser
clonados, sequenciados e introduzidos em um genoma, permitindo assim a
introducdo de uma caracteristica de interesse agronémico, bem como possibilitar a
expressdo heterdloga de proteinas de diferentes interesses farmacéuticos em
vegetais (FILHO; CASCARDO; FONTES, 1998). Atualmente, diferentes técnicas de
transformagéo de plantas tém sido empregadas aliando a cultura de tecidos e a

engenharia genética.
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3.3.1 Transformacéao Genética via Agrobacterium tumefaciens:

Diversos genes ja foram introduzidos estavelmente em plantas, conferindo
resisténcia a herbicidas, fungos, bactérias, virus, insetos e resisténcia a estresses
ambientais, bem como genes que expressam proteinas de outros organismos
(SANTAREM, 2000; HUANG et al., 2002; JAMES, 2006; YU; LANGRIDGE, 2001;
MUNYIKWA, 1998; RYBICKI, 2009). Esses resultados somente tiveram éxito pela
manipulacdo adequada de células e tecidos e pela introducdo de genes exdgenos
por métodos diretos ou indiretos de transformacédo. Os métodos diretos sao aqueles
gue nao necessitam da utilizacdo de vetores biolégicos resultando de mecanismos
fisicos ou quimicos que promovem modi?cacdes em nivel de parede e membrana
celular. Dentre as técnicas diretas encontram-se a transformacdo por
polietilenoglicol, aceleracdo de particulas e eletroporacédo de protoplastos (VIDAL,
2002; SLATER; SCOTT; FOWLER, 2008). J4 os métodos indiretos sdo aqueles que
necessitam da utilizagdo de um vetor que é responsavel por carrear e integrar o
gene exdgeno ao DNA gendmico hospedeiro da planta

A técnica mais empregada de transferéncia indireta de genes é o0 uso da
bactéria do género Agrobacterium, um microrganismo do solo, aerdbica, Gram negativa
em forma de bastdo, pertencente a Familia Rhizobiaceae, capaz de infectar células
vegetais, transportando naturalmente o DNA entre o microrganismo e a planta
(ANDRADE; SARTORETTO; BRASILEIRO, 2003; CITOVSKY et al., 2007). Assim, a
Agrobacterium € uma poderosa ferramenta para transferéncia de genes para as
plantas. Possui o plasmideo Ti que é formado por uma fita dupla de DNA, copia
Unica com cerca de 200 kb onde estdo presentes as duas principais regides
conhecidas como T-DNA e regidao Vir. O T-DNA (do inglés ‘Transferred DNA’),
presente no plasmideo Ti, é transferido para dentro da célula vegetal, integrado ao
genoma nuclear e expresso de maneira estavel (ZUPAN; ZAMBRYSKI, 1995). Essa
regido é delimitada por 25 pares de base e, € transferida como fita simples de DNA
associado a proteinas codificadas pela regido Vir. De acordo com Gelvin (2003), o
DNA de transferéncia € integrado no genoma da planta e regulado pelo sistema de
transcricdo eucariotico. Além da regido T-DNA, a chamada regido de viruléncia ou
regido Vir contém os genes que codificam enzimas responsaveis pela excisao e
transferéncia do T-DNA do microrganismo para a planta. Apés um ferimento na
planta, os compostos gerados pela lesdo acabam induzindo a expressao dos genes
vir da Agrobacterium (SHENG; CITOVSKY, 1996). A interacdo entre as espécies de
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Agrobacterium € as plantas envolve uma complexa série de sinalizadores quimicos que
propiciam a comunicacdo entre a planta hospedeira e o patégeno (VIDAL, 2002).
Mais de 600 espécies vegetais sdo conhecidas como suscetiveis a infecgdo por A.
tumefaciens € A. rhizogenes sendo, portanto, um eficiente mecanismo de transformacao
principalmente em plantas dicotileddneas BRASILEIRO, 1998; GAMA et al., 1996;
TZFIRA; CITOVSKY, 2006). A transformacao por Agrobacterium € considerada um dos
processos mais preciso de transformacao integrando uma ou poucas copias por
genoma da planta (TRAVELLA; ROSS; HARDEN, 2005). De acordo com Andrade et
al. (2003), o baixo custo operacional e a facilidade dos protocolos, além da alta
eficiéncia de transformagéo, tornaram a transformagao via A. tumefaciens um dos mais

utilizados. Uma abordagem geral do processo pode-se ser visualizada na figura 1.

Explante Inicial Disco foliar (x1 cm? Cao-cultura coma
A Entrenés (0,6 20,8 cm) bactéria desarmada em
(folha e entrends) - - meio liquido
Co-culturaem meio
ANALISE solido sem antibiéticos
MOLECULAR

1 !

Planta transgénica Meio de enraizamento Meio de induc&o de
aclimatizada em casa de com ou sem agente de brotos com antibiético e
vegetacso — selecéo — agente de selegéo

Figura 1. Etapas do processo de transformacédo genética de plantas via

Agrobacterium tumefaciens.

3.4 Cultura de Tecidos

A propagagdo de vegetais in vitro tem sido motivo de interesse de
pesquisadores ha muito tempo. O cultivo celular de tecidos somaticos de plantas em
solugédo nutritiva tem sido realizado desde o inicio do século XX (KRIKORIAN;
BERQUAM, 1969). A cultura de tecidos, que é definida como o conjunto de técnicas
de excisao, desinfestacdo e cultura, em meio nutritivo, em condi¢Bes assépticas, de
células, tecidos ou o6rgdos de planta, tornou-se uma importante ferramenta que
favoreceu o surgimento de novas metodologias para o melhoramento de plantas e
suas distintas fases de desenvolvimento (TORRES; CALDAS; BUSO, 1998). Dentre

as principais contribuicbes promovidas pela cultura de tecidos pode-se destacar a
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possibilidade de conservacao e avaliacdo do germoplasma in vitro, 0 aumento da
variabilidade genética para fins de selecdo (obtencdo de variantes somaclonais e
transformantes via engenharia genética), introgressédo de genes de interesse para
espécies-alvo (quebra de barreiras de incompatibilidade) e ainda a aceleracao do
programas de melhoramento (FERREIRA; CALDAS; PEREIRA, 1998).

A técnica de cultura de tecidos esta baseada no fenbmeno da totipoténcia
gue as células vegetais possuem, ou seja, a capacidade que cada célula tem de
desenvolver uma nova planta quando colocada em condi¢cbes especiais para que
ocorra o processo de diferenciacdo (ANDRADE, 2002). Aproveitando a capacidade
de se organizar em um novo individuo, conservando a carga genética necessaria e
sem haver recombinacao génica, originando um novo individuo idéntico ao da planta
doadora do tecido, a cultura de tecidos tem se mostrado uma técnica muito
importante para obtencéo de plantas sadias, vigorosas e geneticamente modificadas
que podem ser amplamente multiplicadas (TORRES et al., 2000). As condicoes
ideais de incubacdo e assepsia e a obtencdo de altas ou baixas taxas de
regeneracdo podem depender do tipo de resposta dos explantes, pois eles
apresentam células em diferentes niveis fisiolégicos e bioquimicos e ainda diversos
graus de diferenciacdo nos tecidos. Porém, em alguns tipos, a diferenciacédo é mais
facilmente obtida frente as condi¢cdes oferecidas in vitro (CID, 1998; KERBAUY,
1999).

De acordo com Andrade (2002), o sucesso da iniciacdo e regeneragédo da
cultura in vitro depende da escolha correta de trés principais fatores: o genétipo (qual
espécie, cultivar ou variedade a ser utilizada), a fonte de explantes (folha, raiz, caule,
meristema, etc) e a condicdo da cultura (meio de cultura, luz, temperatura). A
padronizacdo de protocolos eficazes de regeneracdo in vitro € algo fundamental e
necessario para que seja possivel o emprego das técnicas de biologia molecular em
vegetais. No entanto, as condi¢Bes estabelecidas para uma cultivar ou genotipo
serdo dificiimente adotadas a outras espécies ou até mesmo dentro da mesma
(GRAY; MC COLLEY; COMPTOM, 1993).
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4.0 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em uma parceria entre o Laboratério de
Biologia Celular e Molecular de Plantas do Centro de Biotecnologia e o Laboratério
de Cultura de Tecidos de Plantas do Departamento de Botanica/lnstituto de Biologia,

ambos na Universidade Federal de Pelotas — UFPel.

4.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado no trabalho foi obtido de plantas de tabaco
(Nicotiana tabacum L.), cv. 418. As sementes foram cedidas pela empresa Souza Cruz.
As plantas foram mantidas em cultivo in vitro em sala de crescimento. Inicialmente,
as sementes utilizadas foram desinfestadas a partir de imersdées sucessivas (sob
agitacdo) em etanol 70% por 2 min, tween 20 a 10% por 2 min e hipoclorito de sddio
2,5% por 30 min; sendo a segquir, lavadas trés vezes em agua destilada estéril e

transferidas para meio basico MS (Murashige & Skoog, 1962).

4.2 Multiplicacéo in vitro

Em todos os experimentos utilizou-se o meio de cultura MS acrescido de 1,0
mg.L! de tiamina e sacarose a 3%. O cultivo in vitro foi realizado em camara de
crescimento com densidade de fluxo de fétons de 30 pmol.m™2.s, fotoperiodo de 16

horas e temperatura de 23+ 1 °C.

4.3 Tipo de explante

Foram utilizados como explantes segmentos de folhas e entrenés obtidos a
partir de plantas cultivadas in vitro, em fase de multiplicagcdo, com 20 dias apoés a
primeira repicagem do material. Os explantes foram constituidos por entrenés (0,6 a
0,8 cm de comprimento), e explantes foliares (+1 cm?) os quais foram obtidos
cortando-se perpendicular e horizontalmente a nervura central e, sendo colocados

com a superficie abaxial em contato com o meio.

4.4 Teste de regeneracéo in vitro para explantes de tabaco

Os meios de regeneracao utilizados em explantes foliares constituiram-se do

meio MS suplementado com 0,1 mg.L™ de AIA (concentracéo fixa) com 0; 0,5; 1,0;
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1,5 e 2 mg.L™ de BAP. J& para entrends foi utilizado a mesma concentracéo de AlA
com 0; 0,5; 1,0 e 1,5 mg.L* de BAP. Todos os meios foram renovados a cada quinze

dias.

4.5 Teste in vitro de tolerancia ao agente de selecédo - canamicina

No teste de tolerancia (selecdo in vitro) foram utilizados explantes (entrenés
e folhas de plantas de tabaco) mantidos in vitro. O meio de cultura utilizado no
experimento foi renovado a cada quinze dias. Para a determinacdo da resisténcia
dos tecidos ao antibiotico, os explantes foram submetidos as concentracfes de 0,
30, 50, 75, 100 mg.L™* de canamicina no meio de regeneracdo composto do meio
basico contendo 15 mg.L? de BAP e 0,1 mg.L * AIA para explantes foliares e

entrenos.

4.6 Analise estatistica

O delineamento experimental adotado no experimento de regeneragéo foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x5 para folhas e 2x4 para entrends,
sendo os explantes e as doses de reguladores de crescimento os fatores
considerados. Para o experimento de tolerancia, a concentracdo do antibiotico e os
explantes foram os fatores avaliados. Foram utilizadas trés repeticbes por
tratamento, cada uma representada por um frasco contendo dez explantes. Os
dados experimentais foram submetidos a analise de variancia, testes de médias
(Tukey a 5% de probalidade) e anélise de regresséo polinomial, através do Sistema
de Andlise Estatistica Winstat, versdo 2.0 (MACHADO; CONCEICAOQ, 2003).

Os dados expressos em percentagem foram transformados segundo arco
seno raiz quadrada de (x/100), onde x representa o valor percentual obtido para as
variaveis analisadas. As varidveis analisadas foram sobrevivéncia, formacdo de
calos, brotos e raizes. A avaliacdo dos dados citados acima foi realizada trinta dias

apos o inicio do experimento.

4.7 Infeccao dos tecidos via Agrobacterium tumefaciens
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4.7.1 Cepa da bactéria e transformacédo com o vetor binario pRS037 contendo
gene reporter (gfp)

Nos experimentos de transformacdo genética via A. tumefaciens foi utilizada a
cepa desarmada LBA4404 com resisténcia gendmica ao antibiotico rifampicina.

A transformacdo da cepa LBA4404 de A. tumefaciens com o plasmideo
pRS037, contendo o gene que codifica para ‘green fluorescent protein” (GFP), foi
feita por choque térmico, conforme descrito por Brasileiro et al. (1998), com algumas
modificagcdes no tempo de co-cultivo. O vetor pRS037 de aproximadamente 14kb,
apresentando o cassete (35S::mGFP-ER-NOS) foi utilizado como marcador para

avaliagdo preliminar do processo de transformagao.

4.7.2 Crescimento da bactéria e transformacao dos explantes de tabaco com o
pRS037

A cepa LBA4404 de A. tumefaciens portando o pRS037 (canamicina® e
gentamicina®) foi cultivada a 28 °C por 24 h, em meio Luria Bertani (LB) semi sélido.
Antes da semeadura em placa da bactéria, foram adicionados os antibiéticos de
selecdo: rifampicina (50 mg. L), canamicina (50 mg. L) e gentamicina (25 mg. L'
filtro-esterelizados (Millipore Milex 0,22 upm). As placas com as bactérias foram
mantidas no escuro a 28 °C por 24 h. Uma colbnia foi isolada e extraida desse pré-
cultivo, transferida para 50 mL do mesmo meio seletivo, ndo geleificado. A
suspensao foi cultivada em estufa a 28 °C, sob agitacdo de 150 rpm até atingir
D.0®® entre 0,5 e 1,0. Apds, explantes, obtidos de entrends e folhas, foram
excisados e imersos no co-cultivo (suspensao de A. tumefaciens LBA4404 contendo o
pRS037) por 15 min. Os entrends foram enxugados com papel filtro e transferidos
para 0 meio basico contendo 0,1 mg.L ! de AIA e 1,5 de mg.L! de BAP para
entrends e folha, onde permaneceram por 48 h no escuro. A seguir foi realizada a
passagem dos mesmos para 0 meio de regeneracdo com adicdo do antibidtico de
selecdo 50mg.L™' canamicina e 100 mg.L™? de claforam (para eliminacdo de
Agrobacterium). Semanalmente esses explantes foram repicados para novos meios
seletivos contendo a mesma concentragdo descrita acima e submetidos a luz UV

para avaliacdo da fluorescéncia.
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4.7.3 Cepa dabactéria e vetor binario pGA643/Ith-r1

A transformacéo da cepa LBA4404 com o pGA643/ltb-rl foi realizada por
choque térmico. O plasmideo pGA643/itb-rl de 12 kb, apresentava a seguinte
constituicdo: borda direita do T-DNA; UTR- regido nao traduzida; P35S- promotor
35S do virus mosaico da couve-flor; Itb-rl sequéncia que codifica a quimera Itb-r1,;
kan®- sequéncia que codifica para a neomicina fosfotransferase; borda esquerda do
T-DNA (figura 1).

right border of Ti-plasmid
[ premeter of the nos gene
f 7

Rep Origin 1 I JM{U;.-::
F
7' ’ ‘w.j kaniR
3UTR ofthe nos gene

L

1.(-’
tetR ’355 promater
_Xba [icHgo)

PGAGAS+Ithrl =
12299 bp o 30}
L Ith-r1
ol ;H":Hﬂ{ 11 (3550
= ne

Y o
! S T-BHLA gare T terminafor

“
N F'UTR of T-DNA gene 3

T & ‘left barder of Ti-plasmid
"“‘jr——"" incP erigin of transfer
o

A \1ra.l
FIGURA 2. Representacao esquematica do vetor pGA643-Itb-r1 contendo o gene Itb-
rl, gerado pelo software Vector NTI 10.0 Advanced.

4.7.4 Crescimento da bactéria e transformacéao dos explantes de tabaco

A cepa LBA4404 de A. tumefaciens portando o pGA643-Iltb-r1 (canamicina® e
tetraciclina®) foi cultivada a 28 °C por 24 h, em meio LB semi sélido. Antes da
inoculacé@o da bactéria, foram adicionados os antibidticos de selecao rifampicina (50
mg.LY), canamicina (50 mg.L') e tetraciclina (2,5 mg.L™) filtro-esterelizados
(Millipore Milex 0,22 um). As placas com as bactérias foram mantidas no escuro a 28
°C por 24 h. Uma colénia foi isolada e extraida desse pré-cultivo, sendo em seguida
transferida para 50 mL do mesmo meio seletivo ndo geleificado. A suspensao foi
cultivada em estufa a 28 °C, sob agitacdo de 150 rpm até atingir D.0%® entre 0,5 e
1,0. Explantes foram excisados e imersos no meio de co-cultivo por 15 min,
imediatamente passados no papel filtro e transferidos para o meio de regeneracao
contendo 0,1 mg.L ! de AIA e 1,5 de mg.L™* de BAP para entrenés e folha, onde

permaneceram por 48 h na auséncia de luz. Apds este periodo, os explantes foram
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transferidos para o mesmo meio contendo 50 mg.L™ de canamicina e 100 mg.L™ de
claforam (para eliminacdo de Agrobacterium). Semanalmente os explantes foram
transferidos para os mesmos meios seletivos contendo a mesma concentracao
descrita acima. ApGs a regeneracao in vitro e enraizamento das brotacfes, estas

foram transferidas para a casa de vegetacao para completar seu ciclo.
4.8 Analise Molecular

4.8.1 Extracdo e quantificacdo de DNA total de folhas

O DNA gendmico bi extraido de folhas de plantulas oriundas do cultivo in
vitro. O protocolo de extracdo utilizado baseia-se no uso do detergente cationico
CTAB (DOYLE; DOYLE, 1987).

A quantificacdo do DNA foi realizada em gel de agarose 1,0% submetido a
eletroforese. O marcador utilizado como base foi o fago ? digerido com Hindlll

(Invitrogen).

4.8.2 PCR para confirmacéao da transformacéao

A partir da obtencdo do DNA genbmico de folhas das plantas de tabaco
resistente ao antibidtico de selecédo, foi realizada a reacdo de PCR utilizando os
primers “forward” LTBR1/Tab-F (5° GAGTCTAGATCCATGGCTCCCCAG 3) e
“reverse” LTBR1/Tab-R (5° GGAAGATCTTCAATGGTGATGGTG 3’) especificos para
amplificacdo do gene ltb-rl. A PCR foi realizada sob as seguintes condi¢fes:
desnaturacao inicial a 95 °C por 5 min seguido de 30 ciclos de 95 °C por 45 s, 57 °C
por 45 s, 72 °C por 1 min e extensao final a 72 °C por 5 min. A andlise da
amplificacéo foi realizada em gel de agarose 1,0% submetido a eletroforese (100V)
utilizando o marcador de peso molecular 1 kb plus (Invitrogen). Como controle
positivo foi utilizado a amplificacdo do gene Itb-rl, obtido a partir do plasmideo
pGA643-Itb-r1.

4.8.3 Southern blot

A fim de detectar a integracao do Itb-r1 no genoma das plantas, foi realizada
a técnica de hibridizacdo de DNA denominada “Southern blot”. Inicialmente o DNA
gendmico das plantas potencialmente transformadas foi digerido por 16 h em banho-

maria a 37 °C, separadamente com as seguintes enzimas: Xbal e Bglll (corte
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frequente), além de Kpnl (corte raro). Apos a digestdo, um gel de agarose 1,0% de
10 x 10 cm foi preparado e 45 pL de cada amostra digerida foi submetida a
eletroforese “overnight” a 30 V. Para produgcdo da sonda, a sequéncia Itb-rl foi
amplificada por PCR, purificada utilizando o Gel/PCR DNA Extraction Kit (RBC),
guantificada e diluida (& concentracdo de 10 ?g/uL). As condi¢cdes para o preparo da
sonda foram seguidas de acordo com o kit ECL® Direct Nucleic Acid Labelling and
Detection Systems (Amersham Biosciences). A transferéncia dos fragmentos de
DNA contidos no gel para a membrana de nitrocelulose Hybond-N* (Amersham
Biosciences) e a hibridizacdo seguiu as instrucdes recomendadas pelo fabricante. A
deteccdo quimioluminescente foi realizada com o kit ECL® Western Blotting

Analyses System/Amersham Biosciences, utilizando-se filme de raios-X (Kodak).

4.8.4 Extracao e quantificacdo de RNA

Folhas jovens de tabaco foram excisadas de plantas potencialmente
transformadas e néo transformadas (controle negativo) e mantidas em nitrogénio
liquido. A extracdo de RNA foi realizada utilizando-se o reagente Concert®
(Invitrogen).

A quantificacdo de RNA total foi realizada em gel de agarose 1,0%
submetido a eletroforese. O marcador utilizado como base foi o fago ? digerido com

Hindlll (Invitrogen).

485 RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polimerase Chain Reaction) para
deteccdao datranscricao do geneltb-rl

A partir do RNA total, foi produzido cDNA (DNA complementar) pela técnica
RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polimerase Chain Reaction) baseada na
utiizacdo da enzima transcriptase reversa seguindo as recomendacdes do kit
SuperScript®First-Strand Synthesis System (Invitrogen). O cDNA obtido, foi utilizado
como molde para a reacdo de PCR classica. Além da reacdo de amplificacdo com
primers “forward” LTBR1/Tab-F (5° GAGTCTAGATCCATGGCTCCCCAG 3) e
“reverse” LTBR1/Tab-R (5° GGAAGATCTTCAATGGTGATGGTG 3’) especificos para
amplificacdo do gene ltb-rl, foi realizada também, reacdes com primers para CAT

como controle positivo da reacédo de RT-PCR.
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4.8.6 Extracdo e concentracdo de proteinas totais

A extracdo de proteinas de folhas de tabaco foi executada segundo método
utilizado por Brasileiro et al. (1998). Cerca de 1g de tecido de folhas foram excisados
de plantas transformadas e nao transformadas (controle negativo) ja aclimatizadas
em casa de vegetacdo. Objetivando obter um melhor resultado na deteccdo da
expressao da quimera LTB-R1, as proteinas extraidas (~1 mL), foram concentradas
utilizando a técnica de precipitacdo por acetona (1:5). Apés a formacao do “pelet”, o
mesmo foi ressuspendido em tampao (200mM Tris-HCI pH 8,0; 100mM NacCl;
400mM Sacarose; 10mM EDTA; 0,05% Tween-20; 1% PVP) e armazenados a -20°
C.

4.8.7 Quantificacdo das proteinas totais

A quantificacdo das amostras de proteinas foi realizada através do Kit
Pierce® Bca Protein Assay (Thermo Scientific), sendo entéo realizado célculo para a
padronizacdo das amostras a serem utilizadas na técnica de hibridizacdo de

proteinas (Western blotting).

4.8.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page)

As amostras de proteinas devidamente quantificadas foram desnaturadas
(por 10 min a 99 °C) na presenca de tampao de amostra de SDS-Page (contendo I3-
mercaptoetanol), sendo imediatamente submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12%. A proteina LTB-R1 purificada e concentrada de E. coli foi
utilizada como controle positivo. A voltagem inicial a qual as amostras foram
submetidas foi 60 V, sendo alterada para 120 V ap0s entrada das amostras no gel
de resolucdo. Em seguida, corou-se o gel com solucdo Comassie Blue, deixando
esta reagir por 1 h sendo entdo imediatamente descorada utilizando-se agua quente

repetidas vezes até a visualizacao nitida das bandas.

4.8.9 Transferéncia para a membrana de nitrocelulose

Apds montada a “estrutura” para transferéncia, esta foi entdo inserida no
“blotter” (Bio-Rad Trans-Blot Cell), e procedeuse a transferéncia a 30V “overnight”.
Em seguida, a membrana de nitrocelulose Hybond-HCL (Amersham Bioscienses) foi
corada com a solucdo Ponceau S, para verificar a eficiéncia de transferéncia das

proteinas, sendo a seguir descorada com agua.
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4.8.10 Deteccdo imunologica

Para a deteccdo imunologica a membrana foi bloqueada por incubacao
“overnight” em solucdo de PBS com 5% de BSA e lavada trés vezes com PBS-T, por
5 min. Logo apoés, a membrana foi incubada por 1 h a temperatura ambiente, sob
agitacdo, com solucdo de PBS-T acrescida dos anticorpos primarios: anti-CT (para a
deteccdo de LTB) e F1B6 (para a deteccdo de R1), ambos na diluicdo de 1:2.500. A
membrana foi lavada trés vezes com PBS-T e incubada novamente por 1 h a
temperatura ambiente, sob agitacdo, com solucdo de PBS-T acrescida dos
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase: anti-coelho (para LTB) e anti-
camundongo (para R1), ambos a diluicado de 1:2.500. Por fim, lavada mais trés vezes
com PBS-T, sendo a seguir realizada a deteccao colorimétrica utilizando o reagente

DAB, pela presenca ou auséncia de banda.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Regeneracéo in vitro

Os ensaios de regeneracdo utilizaram diferentes combinacbes de
concentracdes de reguladores de crescimento, a fim de estimular a morfogénese nos
explantes escolhidos (entrené e folha) de tabaco, cv. 418. A concentracdo 1,5mg.L™
de BAP e 0,1 mg.L? de AIA para folha (figura 2) e entrené (figura 3) promoveu as
melhores respostas percentuais na formacdo de brotos, 100% e 90%
respectivamente, sendo esse um dos principais fatores a ser considerado no
processo de regeneracdo. Coutinho (2005), utilizando 1 mgL? de CIN na
regeneracdo de entrendés de tabaco, cv. SR1, obteve 93,7% dos explantes com
formacdo de gemas. Porém, ao elevar a concentragdo desse regulador de
crescimento, um decréscimo na percentagem de explantes que apresentaram
regeneracao pode ser notado. Em recente estudo, Rout e Saul (2007), observaram
que disco foliares de tabaco, cv. Xanthi, quando cultivados em meio com 0,5 mg.L™
de BAP e 0,1 mg.L? de AIA, apresentaram um rapido desenvolvimento de gemas.
Entretanto, a taxa de regeneracdo dos explantes apresentou uma redugdo no
namero de gemas em concentracdes mais elevadas de BAP. Entre os dois tipos de
explantes testados, a folha apresentou uma maior capacidade regenerativa.

Na auséncia de BAP, somente 4% do explantes foliares apresentaram raizes
e nenhum outro processo de regeneracéo foi observado, o que pode ser justificado
pela baixa concentracdo de citocinina endogena, que nao foi suficiente para
favorecer regeneracao de gemas ou brotos neste tipo de tecido. Por outro lado, 34%
dos explantes de entrends apresentaram calos quando cultivados na auséncia de
reguladores de crescimento. Baixas concentracdes de auxinas em combinacdo com
citocininas tém sido reportadas melhorando a diferenciacdo de gemas de Varios tipos
de explantes (TSAY; GAU; CHEN, 1989; DAS; ROUT 2002).
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FIGURA 3. Percentagem de calos e brotos formados em folha de tabaco, cv. 418,
submetidos a diferentes concentracfes de BAP. Os dados representam as médias
(+/- erro padrdo da média). Letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (5%).

Com o0 aumento da concentragdo de BAP, ocorreu uma reducdo no
percentual de explantes foliares com formagédo de calo, chegando a 4% quando
cultivados com 2mg.L™ . Em contraste, Rout e Saul (2007) quando cultivaram disco
foliares de tabaco (cv. Xanthi) em 1,5 mg.L™* de BAP e 0,1 mg.L™* de AIA encontram
presenca de calo em 74,6% dos explantes. Em entrendés, o aumento da
concentracdo desse regulador de crescimento, elevou significativamente o
percentual de explantes com desenvolvimento de calo, 80% deles apresentaram calo
quando cultivados na concentracdo 1,5 mg.L"* de BAP. Por outro lado, em todas as
concentracoes testadas nos dois tipos de explantes estudados, a taxa de
sobrevivéncia foi de 100%, mostrando que ndo houve influéncia das diferentes

concentracdes utilizadas nesse parametro.
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FIGURA 4. Percentagem de calos, brotos e raizes em entrends de tabaco, cv. 418,
submetidos a diferentes concentracdes de BAP. Os dados representam as médias
(+/- erro padrdo da média). Letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (5%).

Apos 30 dias do inicio do experimento, foi possivel observar que o tipo e a
concentracdo do regulador de crescimento utilizado, afetaram a regeneracdo dos
explantes.

Os avancos da engenharia genética tém possibilitado a obtencdo de plantas
geneticamente modificadas. No entanto, para alcancar a eficacia deste processo, se
faz necessario o desenvolvimento de métodos eficientes de regeneracao de plantas,
através da cultura de tecidos. Apesar de o tabaco ser amplamente empregado em
diversos experimentos em cultura de tecidos, as respostas dessa planta para
regeneracao in vitro sdo altamente varidveis e dependentes do gendétipo utilizado
(ANDRADE, 2002; TANG; LUO; LIU, 2008).
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5.2 Tolerancia dos explantes frente ao agente de selecéo

No ensaio de tolerancia (folnas e entrends) ao agente de selecdo, foi
observado que o tratamento com 30 mg.L™* de canamicina provocou morte de todos
os explantes foliares. Em entrends, a taxa de sobrevivéncia diminuiu conforme o
aumento da concentracéo do antibiético, sendo que em 30 mg.L ™%, cerca de metade
dos explantes morreram (figura 4); esta mesma concentracdo foi capaz de inibir
totalmente o crescimento e o desenvolvimento de brotos. Diferencas de sensibilidade
nos dois tipos de explantes utilizados foram encontradas quando submetidos a
mesma concentracdo do agente de selecdo. A formacao de raizes nos explantes foi
totalmente inibida pela presencga do antibiotico em todas as concentragfes testadas.
Quando os entrenés foram cultivados em 50 mg.L, somente 25% sobreviveram
apresentando 10% de formacdo de calo. Esse valor decresce para 6% quando
submetido a 75 mg.L?, ndo ocorrendo qualquer resposta quando os explantes foram
expostos a 100mg.L™* do antibiético, mostrando que para a selecdo de entrends da
cultivar utilizada no experimento, é necessaria essa concentracdo para se obter uma
selecdo total. Diferente dos resultados encontrados neste trabalho, Coutinho (2005),
verificou que 100 mg.L™? seria a concentracdo de antibidtico para uma selecéo
eficiente de folhas e entrendés. Tais diferencas na sensibilidade tém sido
determinadas de acordo com a espécie, genotipos, tipo de explantes
(MANICKAVASSAGAM et al., 2004; COSTA et al., 2002; SONG; SING, 2004).
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FIGURA 5. Percentagem de sobrevivéncia de entrendés de tabaco, cv. 418,

submetidos a diferentes concentracées de canamicina.

A selecdo imediata dos tecidos transformados € uma caracteristica desejavel
dentro do processo de transformacéo genética. A sensibilidade das células vegetais
transformadas é altamente dependente do tipo de explante, espécie, gendtipo e do
tipo de antibiotico utilizado como agente seletivo (ALSHEIKH et al., 2002).

5.3 Transformacdo com a cepa LBA4404 de Agrobacterium com 0 vetor binario
pRS037 contendo gene reporter

O ensaio preliminar de transformacgéo avaliou a viruléncia da cepa LBA4404
de Agrobacterium na variedade utilizada no estudo. A infeccdo pela cepa contendo
pRS037 para expressdo da GFP nos explantes transformados foi avaliada apds vinte

e um dias do processo de transformacédo, quando estes foram submetidos a luz UV
(figura 6).
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FIGURA 6. Explantes de tabaco, cv. 418, expressando a proteina verde fluorescente
(GFP) e explantes nado transformados (C), sete dias ap0s o0 processo de

transformacéo.

Foi possivel observar que os entrendés e folhas, expressaram a GFP
(evidenciada pela presenca de fluorescéncia emitida pelos explantes), confirmando
assim o éxito no processo transformacdo. De acordo com (ALVES; QUECINI;
VIEIRA, 1999), a distincdo de células transformadas das ndo transformadas € uma
etapa crucial no processo de transformacao. No entanto, o uso de agentes seletivos,
frequentemente antibiéticos, prejudica a diferenciacdo celular e desenvolvimento de
tecidos a qual foram submetidos ao processo de transformacédo. Marcadores de
expressao como a GFP tém proporcionado uma identificagcdo imediata e segura das
células transformadas sem prejudicar o desenvolvimento vegetal. Segundo Slater e
colaboradores Q008), a GFP é uma alternativa conveniente para a avaliacdo de
sistema de transformacdo em plantas, porque além de néo precisar de substrato
extra, ela é analisada de forma ndo destrutiva, uma vez que é feita em tecidos vivos.
Essa proteina tem sido abordada em varios trabalhos, tais como o estresses
abidticos (KIEGLE, et al., 2000), estudos referente a embriogénese em Arabidopsis
thaliana (BERGER et al., 1998), comparacédo entre promotores (SCHENK et al.,

1998), entre outros.
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5.4 Transformacédo de A. tumefaciens com vetor binario pGA643/itb-r1

A introducdo do pGA643/ltb-rl em células desarmadas de A. tumefaciens por
choque térmico conforme descrito por Brasileiro et al. (1998) foi realizada com éxito,
como se pode observar através da triagem por PCR das colbnias recombinantes que
apresentaram uma banda do tamanho esperado para Itb-rl, aproximadamente 700
pb (figura 6). De acordo com Tsuchizaki e colaboradores (2000), a técnica de PCR
para triagem de col6nias recombinantes tem sido realizada com sucesso para

deteccdo rapida de sequéncias especificas.

123456 789

FIGURA 7. Triagem das col6nias recombinantes de A. tumefaciens através de PCR de
colonia. Gel de agarose 1,0%. 1. Marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen);
2. Itb-rl (controle positivo); 3 a 7. Possiveis coldnias recombinantes; 8. Colénia nao-

recombinante; 9. Agua (controle negativo).

Das colbnias resistentes aos antibiéticos de selecdo (canamicina e
tetraciclina), uma foi escolhida a partir da confirmacéo por PCR da presenca do gene
Itb-r1. Nao foi observado crescimento em meio seletivo das demais col6nias de A.

tumefaciens que ndo apresentavam o vetor de expressao.

5.5 Transformacéao de plantas de tabaco com vetor binario pGA643/Itb-r1
A partir da confirmacdo da eficiéncia do protocolo descrito por Brasileiro et
al. (1998) e da susceptibilidade da cultivar vegetal utilizada a cepa LBA4404 de A.

tumefaciens, realizou-se o0 processo de transformacdo com vetor de expressao
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pGA643/itb-rl. Foram realizados varios eventos de transformacdo e inumeros
explantes de tabaco submetidos ao co-cultivo com A. tumefaciens contendo o vetor
para expressdo do gene lItb-rl, possibilitando assim obter um maior nimero de
transformantes. Apesar do aumento de explantes utilizados na tansformacdo, um
baixo nivel de regeneracdo foi obtido quando estes foram submetidos ao meio
seletivo (figura 7). Maior nimero de transformantes tem sido alcancado pelo
aumento de eventos de transformacdo SHRAWAT, BECKER; LORS, 2007). Além
disso, a escolha do antibiético e sua concentracdo é um importante passo no
processo seletivo, pois estes ndo devem ser toxicos as plantas a ponto de impedir
seu desenvolvimento (OGAWA,; Mll, 2007).

FIGURA 8. Entrends putativamente transformados de tabaco, cv. 418, submetidos

ao meio seletivo.

Uma vez, mostrado um bom desenvolvimento e enraizamento in vitro, as
plantas que sobreviveram a selecdo, foram transferidas com sucesso para a casa de

vegetacao, sob ambiente controlado para posteriores analises moleculares (figura 9).
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FIGURA 9. Aclimatizacdo em casa de vegetagcdo de plantas de N. tabacum, cv. 418,

PCR positivas para o gene Itb-r1.

5.6 Extracdo do DNA e PCR para confirmagéo da transformacéao

O DNA gendmico de tabaco foi extraido de plantas submetidas ao processo
de transformacdo genética (possiveis transformantes) e plantas ndo transformadas
(controle). Foi possivel observar altas concentracdes de DNA além de um baixo nivel

de degradagéo (figura 8).

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13

FIGURA 10. DNA genbmico de tabaco, cv. 418. Gel de agarose 1,0%. Marcador de
peso molecular fago ? digerido com Hindlll (Invitrogen); 2. Planta ndo transformada
(controle negativo); 3 a 13. Plantas com resisténcia ao agente de selecdo (possiveis

transformantes).
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A partir da obtencdo de DNA gendmico foi realizada a técnica de PCR para
amplificacdo do gene ltb-rl. Na figura 9, observa-se a amplificacdo por PCR do gene
Itb-r1, fragmento de ~700 pb, confirmando a presenca do gene de interesse no

genoma vegetal.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19

e Jeof. Jo X, Jeuf
FIGURA 11. Amplificacdo do gene ltb-rl e 18s em gel de agarose 1,0%. 1. Marcador

de peso molecular 1 kb plus ladder (Invitrogen); 2 a 9. Plantas transformadas
apresentando fragmento de ~700 pb (itb-rl); 10. Planta rdo transformada; 11 a 18.
Controle positivo da reacdo, amplificagcdo do gene 18s; 19. Controle negativo da

reacao (agua).

5.7 Southern blot

A partir da técnica “Southern blot”, foi possivel observar a integracdo do
gene no genoma vegetal com presenca de uma banda de ~700 pb nas plantas
transformadas. Verificou-se uma banda mais intensa em uma das plantas (seta
vermelha) comprovando a integracdo de cépias do gene Itb-rl no genoma vegetal
(figura 10).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

B50PD ﬁ ﬁ

FIGURA 12. Filme de Raio-X obtido a partir da técnica “Souther blot”. 1. 1kb plus
(Invitrogen); 2. Fragmento Itb-rl (sonda); 3. Plasmideo pGA643/tb-rl; 4 a 12.

Possiveis plantas transformantes; 13. Planta ndo transformada.

De acordo com Travella e colaboradores (2005), os mecanismos de
transferéncia do T-DNA utilizado por A. tumefacienciens apresentam um padrdo de
integracéo de poucas copias (geralmente cépia Unica) do gene de interesse ao DNA
vegetal, resultando assim, em uma reducao de ocorréncia do silenciamento génico,
qgue é frequente, em outras metodologias tal como biobalistica, onde, geralmente,
varias copias génicas sdo integradas ao genoma vegetal. Além disso, a integracado
ocorre sem maiores rearranjos génicos (TORRES, DUSI, SANTOS, 2007).

5.8 RNA

Apods a confirmacgédo da integracdo do gene Itb-rl no genoma vegetal, foi
realizada a extracdo do RNA total de folhas jovens de tabaco utilizando o reagente
Concert® (Invitrogen) para posterior realizacdo da €&cnica RT-PCR (transcriptase
reversa). Observou-se a presenca de trés bandas mais intensas referentes aos
diferentes tipos existentes de RNA (figura 11).
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FIGURA 13. Extracdo de RNA total. Gel de agarose 1,0%. 1. Marcador de peso
molecular fago ? digerido com Hindlll (Invitrogen); 2. Controle negativo (agua); 3.

Planta ndo transformada; 4 a 9. Plantas transformadas.

O resultado obtido na RT-PCR pode ser observado na figura 12. A
sequéncia de primers para CAT resultou no produto de aproximadamente 500pb,
confirmando o éxito da reacdo. Ja a sequéncia de primers para amplificacdo do gene
Itb-rl, gerou um fragmento de ~700 pb nas plantas transformadas, confirmando
assim, a transcricao do gene. Nao houve presenca de nenhuma banda no produto
da RT-PCR da planta néo transformada (figura 12, coluna 2). De acordo com Chelly
e Kahn (1994), a técnica RT-PCR é capaz de determinar a expressao de um agente
em um organismo, mesmo em caso de genes com baixa expressdo e vem sendo

utilizada com sucesso na avaliagdo da expressédo de diversos tecidos.
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1

~700ph  —
2
3 FIGURA 14. Amplificagéo de ltb-r1 e CAT por RT-PCR. Gel de agarose 1%. 1.
4  pGA643/itb-rl (controle positivo); 2. Planta ndo transformada (controle), amplificacao
5 de ltb-rl; 3 & 8. Amplificagcdo do Itb-rl das possiveis plantas transformadas; 9.
6 Marcador de peso molecular 100pb DNA Ladder (Invitrogen); 10. Controle negativo
7 daRT-PCR (4gua); 11. Controle positivo da RT-PCR, CAT (500 pb).
8
9 5.9Extracao de proteinas e SDS-Page
10 As plantas transformadas que amplificaram a sequéncia Itb-rl na reacéo de
11 RT-PCR foram submetidas a extracdo proteica. As proteinas totais extraidas pelo
12  protocolo descrito por Brasileiro et al. (1998), foram obtidas com sucesso. A
13 concentracdo proteica variou de 1,68 pg/ul a 3,29 pg/pl. Objetivando concentrar as
14 proteinas, foi realiza a técnica de concentracdo por acetona. Resultados mais
15 expressivos foram observados apds esta concentracdo. Posteriormente, as proteinas
16 foram submetidas a SDS-Page (eletroforese de proteinas) e coradas com Comassie
17  Blue (figura 13).
18
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FIGURA 15. SDS-Page 12%. 1. Proteina rLTB-R1 (controle positivo); 2 a 8. Plantas

transformadas; 9. Planta ndo transformada (controle negativo); 10. Marcador
Benchmarker Protein (Invitrogen).

Além disso, observouse a presenca de uma banda com o tamanho
esperado (25 kDa) nas plantas transformadas (setas vermelhas), possivelmente
referente a proteina LTB-R1. A proteina purificada LTB-R1 de E. coli apresentou
diversas bandas ao decorrer do gel. De acordo com Concei¢do (2005), a LTB que é
formada por homopentameros, € capaz de alterar sua migracdo quando submetido a
eletroforese produzindo mais que uma banda no gel de policrilamida. J& na planta
nao transformada, apesar de apresentar uma maior concentracdo proteica
(visualizada pela intensidade das bandas), ndo houve presenca de uma possivel
banda referente a LTB-R1.

5.10 Western blotting

A partir da SDS-Page foi possivel realizar a deteccéo imunolégica utilizando
a técnica ‘“Western blotting”. Utilizaram-se apenas anticorpos para LTB (anti-CT e
anti-coelho). Mas estes ndo foram suficientes para detectar a presenca da proteina
LTB-R1 (Figura 14). Entdo, passouse a utilizar as proteinas concentradas e
anticorpos para R1 (F1B6) além dos anticorpos para LTB (que ja eram utilizados).
Ainda assim, ndo se pode observar com precisdo a formacdo de uma banda

referente a proteina LTB-R1 nas plantas transformadas.
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De acordo ®mm os resultados obtidos é possivel levantar duas principais
hipoteses. A primeira € que a proteina recombinante estd sendo produzida em
quantidades baixas, ou seja, um pequeno nivel de expressdo ndo esta sendo capaz
de ser detectado pela técnica “Western blotting”, pois é possivel afirmar que a

transcri¢cdo ocorre de acordo com os resultados obtidos na técnica RT-PCR.

FIGURA 16. Hibridizacdo de proteinas em membrana de nitrocelulose (Western
blotting), utilizando-se apenas anti-CT. 1. Controle positivo, proteina LTB-R1; 2.
Proteina total da planta ndo transformada; 3 a 8. Proteina das plantas

transformadas.

Conforme é descrito na literatura (KOPROWSKI; YUSIBOV, 2001; MA;
DRAKE; CHRISTOU, 2003; SALA et al., 2003; TWYMAN et al., 2003; TACKET et al.,
2004; SCHILLBERG et al., 2005; KIM et al., 2007), embora a producdo de biomassa
em algumas espécies vegetais seja elevada, a expressao de genes exdgenos
inseridos em plantas € muitas vezes baixa, representando apenas 0,1 a 0,4% do
total de proteinas solUveis no vegetal. Segundo Jasin e colaboradores (1996), o local
de integracdo do gene exégeno no genoma e ainda o numero presente de cépias,
podem ter efeitos significativos sobre expresséo génica. O DNA exogeno é integrado
no genoma como subproduto da quebra cromossdmica por mecanismos de
reparacdo, o que proporciona sua inclusdo em locais aleatérios podendo assim
dificultar a expressdo (KUMANR; FLADUNG, 2001). Um grande namero de fatores

em casos de transformacéo tem sido responsaveis pela modulacdo da expressao
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génica incluindo a escolha certa do promotor, sinais de poliadenila¢do, uso do sinal
de retencdo do reticulo endoplasmatico, entre outros (SALA et al.,, 2003). Para
superar tais dificuldades, outras técnicas de transformacg&o tém sido empregadas, tal
como a utilizacdo de vetores virais que tem sido foco de diversos trabalhos que
visam elevar niveis de expressado e estabilidade da proteina produzida (DANIELL;
MUTHUKUMAR; LEE, 2001; CARTER; LANGRIDGE, 2002; KOPROWSKI;
YUSIBOV, 2001).

Outra hip6tese da auséncia da proteina recai sobre mecanismos de defesa e
etapas pos-transcricionais. Sabe-se que as plantas possuem mecanismos de defesa
contra diversos tipos de agentes, tais como virus ou ainda genes exdgenos, que
promovem o silenciamento génico poés-transcricional. A primeira funcdo biolégica
proposta para o silenciamento de RNA foi identificada em vegetais quando
experimentos sobre a resisténcia derivada do patégeno foram realizados (AL-KAFF
et al., 1998, COVEY et al., 1997). Além da defesa contra infeccdo por virus, o
silenciamento de RNA também esta envolvido na protecdo contra a transposicéo de
DNA sugerindo que este mecanismo funcionaria como um “sistema imune” do
genoma envolvendo uma série de processos nucleares e citoplasmaticos envolvidos
na regulacdo da expressao génica em nivel pés-transcricional (ZERBINI; ALFENAS;
ANDRADE, 2005). Evidéncias mostram que esse mecanismo ocorre nas regioes
codificadoras que ficam sujeitas a metilacdes e hidrolise de mRNAs produzidos de
maneiras incorretas (GRANT, 1999; SLATER; SCOTT; FOWLER, 2008). Ainda,
outro mecanismo chamado de co-supressao, tem sido reportado em processos de
transformacédo. Ele consiste degradacdo de um mRNA por esse apresentar
homologia a outro gene presente no genoma da planta impedindo assim a producao
da proteina (HAMILTON; BAULCOMBE, 1999; KUMANR; FLADUNG, 2001). Alguns
fatores na estrutura dos transgenes tém sido relacionados a problemas na expressao
em plantas. O alto conteddo de A+T dos genes bacterianos tem sido uma das
explicagbes, uma vez que esses sao identificados como sendo de origem exdgena
ao genoma vegetal. Além disso, a presenca de sequéncias (AUUUA) podem
desestabilizar o mRNA que é reconhecido em algumas regides erroneamente como
sendo um sinal de poliadenilacdo ou intron vegetal (GRANT, 1999; SLATER,;
SCOTT; FOWLER, 2008).



© 0 N O g b~ W N B

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

24
25
26

27

28

29

30

31

47

Baixos niveis de expressdo de LTB e CTB tém sido encontrados em tomate
(WALMSLEY et al., 2003), tabaco (DANIELL, et al., 2001), milho (CHIKWAMBA et
al., 2002) impossibilitando o desenvolvimento em escala comercial dessas plantas.
Em alguns casos, o baixo nivel de expressdo acaba sendo um fator limitante no uso
desses sistemas. A utilizacdo de outras espécies para expressao de antigenos como
a soja, principalmente por apresentar elevado teor proteico, tem se mostrado
promissora, gerando respostas em nivel sistémico e secretério quando administrada
oralmente em animais (KONG et al., 2001; WALMSLEY; ARNTZEN, 2000;
MORAVEC et al., 2007).

Apesar do baixo percentual de expressdo, algumas vantagens como
processos de transformacéo ja estabelecidos, vasto conhecimento do genoma, além
de sua alta produtividade, tornam o tabaco uma das plantas mais utilizadas na
expressdo heterdloga de diversas proteinas. InUmeros sdo os fatores que podem
influenciar a producdo da proteina em questéo, impossibilitando assim, a descoberta
da sua auséncia ou baixa producdo. Algumas alternativas como a inclusdo de
sequéncias especificas utilizadas em plantas, a jusante do codon inicial de traducao,
tém sido reportadas promovendo uma melhor estabilidade no processo de tradugéo
(FRANG et al., 1989; GRANT, 1999; SLATER; SCOTT; FOWLER, 2008). A alteracéo
do “codon usage” (para o utilizado em plantas) tem resultado na obtenc&o de
proteinas mais estaveis (PERLAK et al., 1991). Ainda, o uso de recombinases sitio-
especifco tem sido uma alternativa para integracdo com sucesso de transgenes,
uma vez que plantas ndo possuem um sistema endogeno eficiente de recombinacao
(IDA; TERADA, 2005).

Outras espécies vegetais como a soja, alface, tomate podem ser testadas
como biorreatores utilizando indmeras proteinas vacinais, uma vez que ja €

conhecido o grande potencial dessas plantas em diversos modelos de expressao.
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6.0 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que a
utilizacdo de tabaco, cv. 418, como modelo vegetal para transformacdo genética,
possibilita a integracao e transcricdo do gene responsavel para producao da quimera
LTB-R1, embora ndo tenha sido possivel detectar com precisao, através dos testes

utilizados, a proteina recombinante.
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8.1 Analise de regressao polinomial para sobrevivéncia de entrends de tabaco,

cv. 418, submetidos a diferentes concentracbes de canamicina realizado pelo
programa Winstat, vers&o 2.0 (MACHADO; CONCEICAOQ, 2003).

Causas da Variacao

Graus de Liberdade

Quadrado Médio

Regressao Linear 1 15413.33**
Regressao Quadratica 1 1866.66
Regressédo Cubica 1 270
Residuo 8 -

** - Significativo ao nivel de 1%, pelo Teste F

8.2 Analise da variancia para sobrevivéncia de entrenés de tabaco, cv. 418,

submetidos a diferentes concentragbes de canamicina realizado pelo programa

Winstat, versdo 2.0 (MACHADO; CONCEICAO, 2003).

Causas da Variacao

Graus de Liberdade

Quadrado Médio

Dose 4 4393.33**
Repeticao 2 46.66
Residuo 8 138.33
Média Geral - 38.66
Coeficiente de Variagéo - 30.41

** - Significativo ao nivel de 1%, pelo Teste F

8.3 Analise de regressao polinomial da percentagem para sobrevivéncia de folhas

de tabaco, cv. 418, submetidas a diferentes concentracdes de canamicina realizado
pelo programa Winstat, verséo 2.0 (MACHADO; CONCEICAOQ, 2003).

Causas da Variagao

Graus de Liberdade

Quadrado Médio

Regressao Linear 1 2.95**

Regressdo Quadratica 1 2.11*

Regressao Cubica 1 0.73**
Residuo 8 -

** . Significativo ao nivel de 1%, pelo Teste F
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8.4 Andlise da variancia da percentagem para sobrevivéncia de folhas de tabaco,

cv. 418, submetidas a diferentes concentracoes de canamicina realizado pelo
programa Winstat, vers&o 2.0 (MACHADO; CONCEICAOQ, 2003).

Causas da Variacao

Graus de Liberdade

Quadrado Médio

Dose 4 1.47*
Repeticédo 2 4.56**
Residuo 8 2.22
Média Geral - 0.41
Coeficiente de Variagao - 1.50

** . Significativo ao nivel de 1%, pelo Teste F




